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ANÁLISE E CARACTERIZAÇÃO DO GENE DE OSMOTINA EM CUPUAÇUZEIRO
Resumo:  O cupuaçuzeiro,  Theobroma grandiflorum  (Willd. ex Spreng.) Schum.,  pertence à família 
Malvaceae e é nativo da região Amazônica. A cultura do cupuaçuzeiro é afetada pela doença vassoura-
de-bruxa,  causada  pelo  fungo  Moniliophthora  perniciosa,  provocando  uma  grande  redução  na 
produção  de  frutos.  O  conhecimento  molecular  da  interação  planta-patógeno  é  essencial  para  o 
desenvolvimento de ferramentas  para o controle da doença,  como por exemplo,  a identificação de 
genótipos resistentes. Genes expressos em resposta ao ataque de patógenos são alvos de estudos desta 
interação.  O  objetivo  do  presente  trabalho  foi  caracterizar  um  deles,  o  gene  de  osmotina,  em 
cupuaçuzeiro. Sequências anotadas do transcriptoma de frutos de cupuaçuzeiro foram avaliadas quanto 
à  presença  deste  gene.  Os  genes  identificados  foram comparados  ao  de  osmotina  de  cacau  pelo 
programa BLAST. Além disso, a organização do gene foi analisada por Southern blot, utilizando DNA 
genômico de cupuaçu. Identificaram-se duas sequências tipo osmotina: uma de 381 pb e outra de 477 
pb, que correspondem a aproximadamente 63% e 79%, respectivamente, da região codificadora da 
proteína madura de cacau (607 pb). A comparação destas duas sequências com o gene de osmotina de 
cacau revelou identidade de cerca de 70%. Quanto à organização genômica em cupuaçu, foi observado 
que o gene está presente em múltiplas cópias. Estudos posteriores são necessários para investigar o 
envolvimento deste gene com os fenótipos de resistência à vassoura-de-bruxa.
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Introdução
O  cupuaçuzeiro,  Theobroma  grandiflorum  (Willd.  ex  Spreng.)  Schum.,  pertence  à  família 
Malvaceae, é nativo da região Amazônica e possui características semelhantes ao cacaueiro, T. cacao  
L. (CAVALCANTE, 1974). As sementes de cupuaçu podem ser usadas para fabricar cosméticos, bem 
como o cupulate, produto similar ao chocolate. Além disto, a polpa de cupuaçu é utilizada na produção 
de sucos, sorvetes, doces, geléias, etc (CALZAVARA et al., 1984). 
A cultura do cupuaçu, assim como a do cacau, é afetada pela doença vassoura-de-bruxa, causada 
pelo  fungo  Moniliophthora  perniciosa,  provocando  uma  grande  redução  na  produção  de  frutos 
(BENCHIMOL, 2004). O conhecimento molecular da interação planta-patógeno pode contribuir para 
o desenvolvimento de ferramentas para o controle da doença. Em resposta à invasão de patógenos ou a 
fatores abióticos estressantes, as plantas desencadeiam mecanismos de defesa, como a expressão de 
proteínas  PR (Pathogenesis  Related)  (VAN LOON et  al.,  2006).  As  osmotinas  pertencem a  esta 
família de proteínas e apresentam atividade contra fungos (citado por FREITAS et al. 2011).
O objetivo do presente trabalho foi analisar e caracterizar o gene de osmotina do cupuaçuzeiro.
Material e Métodos
O estudo foi  realizado utilizando a cultivar  de cupuaçuzeiro  Coari,  resistente  à  vassoura-de-
bruxa. A seleção dos genes foi realizada a partir de sequências de transcriptomas de polpa e semente 
de cupuaçu, obtidas por pirosequenciamento, utilizando a plataforma 454 (Roche Applied Science).
Os genes foram alinhados através do programa BLAST. A análise genômica foi realizada por 
Southern blot, utilizando como sonda um fragmento de osm1 de cacau marcado com α32P-dCTP. DNA 
genômico de cupuaçu foi digerido com a enzima de restrição EcoRI e utilizado para esta análise.
Resultados e Discussão
A partir de sequências de transcriptomas de polpa e semente de cupuaçu foi possível identificar 
genes similares a osm1, gene de osmotina de cacau - GenBank AY766059 (RAMOS et al, 2012).
Identificaram-se duas sequências, de 381 e 477 pb, que correspondem a aproximadamente 63 e 
79%, respectivamente, da região codante da proteína madura de cacau (607 pb).
A comparação destas sequências com osm1 revelou identidade de cerca de 70% (Figura 1).
Figura 1. Comparação das sequências identificadas em cupuaçuzeiro com o gene de osmotina de cacau, osm1. O 
alinhamento foi gerado pelo programa BLAST.
Na análise genômica realizada por Southern blot, confirmou-se a presença de DNA homólogo ao 
gene osm1. Foi observada a presença de pelo menos cinco bandas de DNA, de tamanhos variando de 4 
a 12 Kb, que hibridizaram com o referido gene (Figura 2). O padrão de hibridização apresentado indica 
que o gene está em múltiplas cópias. Isto também ocorre em cacaueiro, variedade Belizean Criollo, 
cujo  genoma  apresenta  3  cópias  deste  gene,  as  quais  se  encontram  nos  cromossomos  3,  4  e  9 
(http://cocoagendb.cirad.fr/). 
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Figura 2. Análise genômica do gene de osmotina em cupuaçuzeiro. A) Eletroforese em gel de agarose de DNA genômico 
digerido com EcoRI (1). B) Southern blot com sonda de osm1. M = Marcador de peso molecular.
Conclusão
O cupuaçuzeiro possui gene homólogo ao gene de osmotina de cacau e este está presente em 
múltiplas cópias. A associação deste gene com fenótipos resistentes à vassoura-de-bruxa poderá ser 
investigada, fornecendo uma ferramenta para programas de melhoramento dessa espécie.
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